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La presente invention a notamment pour objetun 
precede de culture et de propagation in vitro d'un virus a 
ARN implique dans le developpement de pathologies humaines 

Vlial6S • 

5 iMn Pr ° C6d§ ^ CUltUrS 6t de Propagation de 

1 invention s > applique principal ement aux virus 

appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae 

Ces virus presentent les caracteristigues communes d'etre 

10 1T S 6nVelOPP - * ™ S -Ple brin positif-sens, non 
10 segmente. 

La famille des Togaviridae comprend les virus des 
genres Alphavirus et RuMvirus. Les virions ont un 
diametre de 70 nm, sont spheriques et comportent une 
enveloppe et des peplomeres composes d' un heterodimere de 
deux glycoproteins. Le genome consiste en une molecule 
unique d'ARN simple brin de 9,7 a 11,8 Jcb. Les proteines 
structurales incluent une proteine de la capside et deux 
glycoproteines d' enveloppe. Les virions contiennent des 
lipides derives des membranes cellulaires de I'hote La 
replication implique la synthese d'un brin d'ARN 
cqmplementaire, qui sert de matrice pour la synthese de 
1 ARN genomique. L'ARN genomique sert de matrice a un ARN 
intermediate de replication, qui a son tour sert de 
matrice pour la synthese d'ARNm et la production d'un 
precurseur polyproteique qui est clive pour 1'obtention 
des proteines structurales et non structurales. La 
replication a lieu dans le cytbplasme et 1' assemblage 
implique un bourgeonnement au travers la membrane. 

Le virus Sindbis, les virus des encephalites 
equmes (de 1'est, de 1'ouest, venezuelienne) , le virus 
chikungunya, le virus o' nyong-nyong, le virus Igbo Ora, le 
virus Ross River, le virus Mayaro et le virus Barmah 
Forest appartiennent au genre des Alphavirus et sont des 
agents pathogenes pour 1'homme. Le virus de 1' hepatite E 
est actuellement classe dans le groupe des Alphavirus, 
bien qu'il soit non enveloppe et de plus petite taille. Le 
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virus de la rub6ole qui est class6 dans le genre des 
Rubivirus est egalement un agent pathogene pour l'etre 
humain. 

Dans la famille des Flaviviridae sont classes les 
5 virus des genres Flavivirus (flavi virus) / Pestivirus 
(virus des maladies des muqueuses) et Hepacivirus (virus 
des hepatites C et G) . Les virions sont spheriques avec un 
diametre de 4 5 a 60 nm de diametre et sont constitues 
d'une bi-couche lipidique enveloppant une capside 

10 icosaedrique enfermant le genome. Le genome consiste en 
une molecule unique d'ARN lineaire simple brin, positif- 
sens de 10,7 kb pour les flavivirus, 12 , 5 kb pour les 
pestivirus et 9,5 kb pour le virus de 1' hepatite C. Les 
virions contiennent deux ou trois proteines associees a la 

15 membrane et une proteine core. Les virions contiennent des 
lipides derives des membranes cellulaires de l'h6te. lis 
contiennent des carbohydrates sous la forme de 
glycolipides et de glycoproteines . La replication implique 
la synthese d'un ARN compl6mentaire qui sert de matrice 

20 pour la synthese de 1' ARN genomique. Une trame de lecture 
unique (ORF) code pour une polyproteine qui est clivee par 
protfeolyse virale et cellulaire. Les proteines 
structurales sont codees par l'extr§mite 5' et les 
proteines non structurales sont codees par 1' extremity 3' 

25 de l f ARN. La replication a lieu dans le cytoplasme et 
1' assemblage implique le passage et 1' enveloppement par 
les membranes du reticulum endoplasmique de l'hote. La 
replication est accompagn6e par un aspect caract6ristique 
de proliferation des membranes intracellulaires . 

30 Le virus de la fi£vre jaune, le virus de la 

dengue, le virus de 1' encephalite japonaise, le virus de 
West Nile, le virus de 1' enc6phalite de St Louis, le virus 
de la Vallee de Murray, les virus de 1' enc6phalite 
transmise par les tiques et le virus de la 

35 m6ningoenc£phalite de la dinde d' Israel appartiennent au 
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genre des Flavivirus et sont des agents pathogenes pour 
1 9 homme . ~ 

Le virus de la diarrhee bovine, le virus du 
cholera du pore et le virus « border disease » du mouton 
appartiennent au genre des Pestivirus. 

Quant au genre Hepacivirus, ii regroupe 
actuellement les virus de 1' hepatite C et de 1' hepatite G 
(GBV-C et les virus GBV-A et GBV-B) qui sont bien connus 
pour etre des agents infectant 1' homme. 

En effet, l'hepatite C. est la cause principale des 
hepatites acquises par transfusion. L'hepatite C peut 
egalement etre transmise par d'autres voies percutanees, 
par exemple par injection de drogues par voie 
intraveineuse. Le risque de contamination des 
15 professionnels de la sante n'est par ailleurs pas 
negligeable. 

L'hepatite C se distingue des autres formes de 
maladies du foie associees a des virus, telles que les 
hepatites A, B ou D. Les infections par le virus de 
20 l'hepatite C (HCV ou VHC) sont souvent chroniques avec 
pour resultante des maladies du foie, telles que hepatite, 
cirrhose et carcinome dans un grand nombre de cas. 

Bien que le risque de transmission du virus par 
transfusion ait diminue du fait de la selection des 
25 donneurs de sang, la frequence des hepatites C reste 
elevee. Actuellement, environ 170 millions de personnes a 
travers le monde sont infectees de maniere chronique par 
HCV. Les populations a risque eleve se trouvent 
principalement chez les transfuses et les utilisateurs de 
drogues intraveineuses, mais il existe des donneurs de 
sang asymptomatiques qui n' appartiennent pas a ces groupes 
a risque eleve et chez lesquels des anticorps anti-HCV 
circulants ont ete retrouves. Pour ces derniers, la voie 
de 1' infection n' a encore pas ete identifiee. 

HCV a ete le premier virus hepatotrope isole au 
moyen des techniques de biologie moleculaire. Les 
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sequences du genome viral ont §te clonees avant que la 
particule virale ait ete visualis6e. 

HCV est un virus & ARN simple brin positif, de 9, 5 
kb f qui se replique par une copie d'ARN complementaire et 
5 dont le produit de la traduction est un precurseur d'une 
polyprot6ine unique d' environ 3 000 acides amines. 
L'extremite 5' du genome de HCV correspond a une region 
non traduite adjacente aux genes qui codent pour les 
proteines structurales, la proteine core de la 

10 nucleocapside et les deux glycoproteins d'enveloppe, El 
et E2/NS1. La region non traduite 5' et le gene core sont 
relativement bien conserves dans les differents genotypes, 
mais les proteines d'enveloppe E2 sont codees par une 
region hypervariable differente d'un isolat a un autre 

15 isolat. L'extremite 3' du genome de HCV contient les genes 
qui codent pour les proteines non structurales (NS) et 
pour une region 3' non codante bien conservee. 

Du fait de son organisation genomique et de son 
mode presume de replication, HCV a ete classifie dans un 

20 nouveau genre de la famille des Flaviviridae , les 
Hepa ci vi rus . 

De nombreuses techniques ont 6te d6veloppees pour 
diagnostiquer une infection par HCV. Par exemple, des 
essais immunologiques de diagnostic ont 6te r6alis6s pour 

25 detecter des anticorps diriges contre des prot6ines de HCV 
dans les serums de patients. La synthese d'ADNc par 
transcription inverse de 1' ARN viral et 1' amplification 
par PCR ont 6galement 6t6 utilisees pour d6tecter le 
genome de HCV, comme la mesure indirecte d r un virus 

30 potentiellement infectieux dans les serums d'humains 
infect6s de maniere chronique ou ceux de chimpanz6s 
infectes experimental ement . Par ailleurs, sur la base du 
clonage de g6nes, des techniques d' hybridation avec une 
sonde ADN ont 6galement §t6 developpees. 

35 Cependant, il est reconnu que les techniques de 

diagnostic existantes manquent de sensibility et/ou de 
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specificite et/ou souffrent de difficulties de mise en 
oeuvre. A titre d' exemple, avec la methode d' hybridation 
de sondes il est impossible de faire la distinction entre 
un varus a faible pouvoir infectieux et un virus a pouvoir 
xnfectieux eleve. II est done necessaire, mais difficile a 
mettre en oeuvre, d'inoculer le virus devant etre teste a 
un chimpanze et de tester 1' infection resultante sur 
1' animal. 

II est done de toute premiere importance, d' un 
point de vue de sante publique, de pouvoir developper des 
methodes specifiques, sensibles et pratiques pour 
identifier et cribler les porteurs de HCV. Une des 
solutions pourrait etre de realiser un systeme de culture 
in vatro tres efficace de HCV qui permettrait d'obtenir 
une propagation du virus, en particulier pour etudier ses 
mecanismes de replication, pour tester des anticorps 
neutralisants ou des antiviraux, de meme que pour 
developper des materiaux biologiques, des essais de 
diagnostic et des preparations vaccinales . En effet, bien 
que la sequence complete de HCV soit disponible depuis 
1989 (Q. l Choo et al . , Science 244, 359 (1989)), la 
comprehension du cycle de vie et du mode de replication 
d'HCV a ete entravee par manque d'un systeme de culture in 
vitro approprie. Ito et al. (J. Gen. Virol. 77 : 1043-1054 
(1996)) ont bien confirme le maintien de la replication de 
HCV dans des cultures primaires d' hepatocytes humains, 
obtenus a partir de patients porteurs de HCV et pour 
lesquels la maladie etait etablie de maniere chronique, et 
suggere un passage d' infection, mais des problemes 
relatifs a la propagation du virus subsistent 
(impossibilite de culture au long cours) et le systeme 
developpe est limite par la necessite d' appro vis ionnement 
en foie humain et la lourdeur de la technique. Par 
ailleurs, a ce jour, il n'y a pas de consensus general sur 
le tropisme de HCV et tous les recepteurs cellulaires pour 
le virus n'ont pas encore ete identifies, notamment les 
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r6cepteurs permettant 1' endocytose du virus (Pileri et 
al., 1998, Science, 282, pages 938-941). 

HGV est un virus qui a et§ decouvert de maniere 
independante par deux 6quipes differentes, l'une l'a 
5 appele HGV et 1' autre GBV-C. II possede une structure 
g6nomique proche de celle des flavi virus. Sa polyprotfeine 
de 2 900 acides amines est codee par un ARN de 9 4 00 
nucleotides dont 1'extremite 5' code pour des prot6ines 
structurales (nucleocapside tronquee et enveloppe) et 
10 1'extremite 3' code pour des protfeines qui ont un role 
dans la replication. II est transmis par transfusion 
sanguine et peut etre d£tecte chez des patients qui 
pr6sentent des hepatites aiguSs, chroniques et 
f ulminantes . Sa contribution dans des maladies du foie 

15 aigue et chronique est encore mal connue. GBV-A et GBV-B 
ont egalement et6 decrits et sont tres proches de HGV. 

Dans le plasma de patients infect6s par HCV sont 
retrouvees des particules contenant de 1'ARN viral tr6s 
h6terogenes en densite. Cette heterogen§ite de density des 

20 particules contenant de 1' ARN viral est attribute £ leur 
association en proportion variable avec des lipoprot6ines 
(Thomsen et al., 1993, Med. Microbiol. Immunol. 182 : 
639). Dans la description de la pr^sente demande de 
brevet, les inventeurs ont d6noiraue ces particules hybrides 

25 LVPs (lipo-viro-particules) . La repartition de chacune de 
ces formes le long d' un gradient de densite varie d'un 
patient & 1' autre • Les analyses existantes des particules 
de faible densite montrent des densit6s recouvrant celles 
des LDLs (Low Density Lipoproteins) et des VLDLs (Very Low 

30 Density Lipoproteins) . La taille d£crite (50 nm) les 
rapprochent des VLDLs. Par ailleurs, les particules 
peuvent etre precipitees/ parfois meme dans leur totality, 
par des serums anti-p-lipoprot6ines (Thomsen et al., 1992, 
Med. Microbiol. Immunol. 181 : 293 ; Prince et al., 1996, 

35 J. Viral. Hepat. 3 : 11) . 



II a egalement ete observe que le virus de 
1' hepatite G peut etre precipit§, en quasi-totalit§, par 
des serums anti-0- lipoproteines obtenus a partir de 
patients chroniquement infectes par HGV (Sato et al . 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 22 9 :719) . 

II a par ailleurs ete observe que 1' infection par 
HCV d' hepatocytes hunains s'accompagne d'une accumulation 
intracytoplasmique de vesicules lipidiques. La 
transfection du gene de HCV codant pour la capside dans 
une lignee continue d' hepatocytes humains (Hep/G2) induit 
le meme phenomene (Barba et al., 1997, PNAS 94 : 1200) . Ces 
vesicules sont riches en triglycerides. La proteine de 
capside de HCV est accolee a la surface des vesicules, de 
meme que 1' apolipoproteine apo A-II. 

Les apolipoproteines permettent le transport des 
lipides en apportant une stabilite structurelle et une 
solubilite aux particules lipoproteiques auxquelles elles 
sont associees. Elles determinent aussi le sort de ces 
particules dans le metabolisme, notamment en les ciblant 
sur des r^cepteurs. 

Apo B 100 est 1' apolipoproteine principale des 
VLDLs, LDLs et IDLs (Intermediate Density Lipoproteins) . 
Elle est synthetisee dans le foie et est essentielle pour 
1' assemblage et la secretion des VLDLs & partir du foie. 
Elle constitue Egalement un ligand pour la liaison des 
LDLs £ leurs r^cepteurs . Un des r6cepteurs des LDLs, le 
LDL-r6cepteur, est une prot§ine de surface des cellules 
qui lie et internalise les lipoproteines riches en 
cholesterol qui contiennent apo B 100 et apo E. Apo E est 
principalement synth6tis6e dans les hepatocytes. Elle 
constitue un ligand pour la liaison de diff6rentes 
lipoproteines au rfecepteur des LDLs et au LRP (LDL- 
receptor-related protein) . 

Apo B 48 est essentielle pour 1' assemblage et la 
s§cr£tion des chylomicrons. Elle est cod6e par le m§me 
g6ne et le meme ARNm que apo B 100, mais dans l # intestin 
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une mutation introduit un codon stop de sorte que apo B 48 
contient seulement 48% de la longueur totale de apo B 100. 
Son role dans le metabolisme des chylomicrons dans le 
plasma est mal connu, mais les individus qui presentent 
5 des mutations qui interferent avec sa synthese normale 
n'ont pas, ou ont des niveaux tres faibles, de 
chylomicrons, VLDLs, IDLs et LDLs . 

La nature des LVPs precitees contenant de l'ARN 
viral n'est a ce jour pas connue, mais les presents 

10 inventeurs ont emis 1' hypo these et v^rifie qu f au moins un 
des r6cepteurs de surface cellulaire des lipoproteines 
participe a 1' infection et la propagation des virus 
appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae 
dans une culture cellulaire. lis ont en effet montre que 

15 les LVPs sont des ligands pour une voie d'endocytose 
associ6e a des recepteurs, pref 6rentiellement pour le LSR 
(Lipolysis-Stimulated Receptor) (Frances T. Yen et al., 
Biochemistry, 1994, 33, 1172^1180 et Bernard E. Bihain and 
Frances T. Yen, Biochemistry, 1992, 31, 4628-4636) . 

20 Sur cette base, ils ont d6velopp6 un nouveau 

procfede qui permet la culture, la propagation et la 
replication in vitro de virus appartenant aux families des 
Togaviridae et Flaviviridae . Ce proc6d§, qui permet 
d f obtenir une propagation de ces virus, est utile 

25 notamment pour 6tudier leurs m6canismes de replication, 
pour tester des anticorps neutralisants et des antiviraux, 
pour developper des mat§riaux biologiques pour le 
diagnostic et la th6rapie. Par ailleurs, comme 1' invention 
concerne 6galement une lign6e cellulaire infect§e, celle 

30 ci est 6galement utile pour cribler et/ou s61ectionner au 
moins une molecule anti-virale, par mise en contact de la 
lignfee cellulaire infectee et de la molecule anti-virale. 

Selon ce proced6, on dispose d r au moins une 
fraction de LVPs obtenue & partir de s6rum ou de plasma 

35 d f un patient infecte par un virus appartenant a la famille 
des Togaviridae ou Flaviviridae, on met en contact, 
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pendant un temps predetermine dans un milieu de culture 
approprie, ladite fraction de LVPs avec des cellules 
permxssives qui possedent une voie d'endocytose relayee 
par au moins un recepteur des lipoproteines et susceptible 
d etre modulee entre autre par un agent activateur, de 
preference choisi parmi les acides gras insatures, les 
denves d' acides gras insatures comprenant de 16 a 20 
atomes de carbone et leurs melanges. 

Le recepteur des lipoproteines est le LSR et/ou le 
recepteur de surface des LDLs et avantageusement lesdites 
cellules permissives possedent les deux recepteurs. 

L'acide gras insature est choisi parmi l'acide 
oleique, l'acide palmitoleique, l'acide linoleique, 
1 acide linolenique, l'acide arachidonique, l'acide trans- 
hexadecenolque et l'acide elaldique ou leurs derives. Dans 
un mode de realisation prefere de 1'invention, l'acide 
gras retenu est l'acide oleique qui est ajoute au milieu 
de culture a une concentration comprise entre 0,1 et 1 mM 
de preference 0,5 mM. ' 

Les cellules sont de preference des cellules 
choisies parmi les cellules d' hepatocytes humains ou 
animaux, i e gr0 upe des lignees cellulaires 
d hepatocarcinome humain ou animal, les cellules 
dendritiques, les cellules macrophagiques, les cellules de 
Kuppfer et leurs combinaisons associees ou non a des 
lymphocytes. Avantageusement, ces cellules sont des 
cellules d' hepatocarcinome humain de la lignee cellulaire 
PLC/PRF/5. 

Preferentiellement, le milieu de culture comprend 
outre les ingredients necessaires a la culture et 1' agent 
activateur, au moins un agent modulateur de l'apoptose 
Cet agent modulateur de l'apoptose est choisi parmi les 
interferons, les anti-interferons, en particulier les 
anti-interferons alpha et beta, les anti-caspase 3, en 
particulier des analogues peptidiques, tels que le z- 
VADfmk, c'est a dire la N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp- 
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f luoromethylcetone, et les anticorps diriges contre les 
anti-caspase 3. 

En effet, les presents inventeurs ont observe que 
chez des patients infectes a la fois par HIV et par 
5 1' Hepaci virus HCV, la prise de certains inhibiteurs de la 
protease du HIV, tels que le Ritonavir (nom commercial) 
entraine une augmentation de la viremie HCV associee a la 
cytolyse hepatique. L' observation d'une cytolyse hepatique 
aussitot apres la prise d'un medicament qui, en plus de 

10 son activite anti-proteasique, modifie egalement la 
regulation de l'apoptose est evocatrice d'une induction du 
signal d'apoptose. C'est pourquoi, il est interessant 
d f ajouter dans le procede de 1' invention au moins un agent 
modulateur de l'apoptose. 

15 Le milieu approprie retenu est en particulier 

choisi parmi le milieu DMEM ou un milieu d6riv6 du milieu 
DMEM et milieu RPMI ou un milieu derive du milieu RPMI . De 
preference, c'est un milieu derive du milieu DMEM qui 
comprend le milieu DMEM complet commercialism par la 

20 societe Gibco BRL, complements par 0 a 10 mM de pyruvate 
de sodium, 0 a 10 % d' acides amines non essentiels, 1 k 10 
mM de glutamine, 100 & 200 U/ml de p6nicilline, 100 & 200 
mg/ml de streptomycine et 1 a 20 % de serum de veau. 

Ce milieu avantageusement comprend de plus 0,1 A 

25 0 , 5% de BSA (Albumine Serique de Bovin) ou de HSA 
(Albumine S6rique Humaine) coupiee a un acide gras, selon 
la m6thode de Dixon et al . , 1991, Journal of Biological 
Chemistry, vol* 266, p 5080. 

Dans un mode de realisation pr6f6r6 du proc6d6 de 

30 1' invention, pr6alablement a la mise en contact des 
cellules permissives avec la fraction de LVPs, les 
cellules permissives sont lavees dans un tampon PBS 
pr§chauff6 & une temperature d' environ 37 °C. 

On realise plusieurs passages des cellules 

35 permissives ainsi infect6es dans les conditions d6crites 
ci-dessus et on met en evidence la presence dudit virus 
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dans les cellules permissives infectees et dans le 
surnageant de culture par RT-PCR et/ou par une technique 
immunologique, telle que iimuunof luorescence indirecte a 
l'aide d'un anticorps specif ique dudit virus et/ou par 
cytom§trie de flux. 

Le proced6 de culture, de propagation et de 
replication d6crit pr6c6demment est particulierement bien 
adapte a la culture, la propagation et la replication des 
virus appartenant a la famille des Flaviviridae et au 
genre Hepacivirus, en particulier les virus de 1' hepatite 
C et de 1' hepatite G, incluant les virus GBV-A, GBV-B et 
GBV-C, pour lesquels il n'existait pas a ce jour de 
procede de culture efficace. 

L' invention a egalement pour objet un milieu de 
culture pour la culture de virus appartenant aux families 
des Togaviridae et Flaviviridae, lequel milieu comprend le 
milieu DMEM complet commercialise par la soci^te Gibco 
BRL, complements par 0 a 10 mM de pyruvate de sodium, 0 a 
10 % d'acides amines non essentiels, 1 a 10 mM de 
glutamine, 100 a 200 U/ml de p6nicilline, 100 a 200 mg/ml 
de streptomycine et 1 & 20 % de serum de veau. Ce milieu 
avantageusement comprend de plus 0,1 a 0,5% de BSA 
(Albumine Serique de Bovin) ou de HSA (Albumine Serique 
Humaine) , couplee a un acide gras, selon la methode cit6e 
en reference ci dessus. 

L' invention a aussi pour objet une lign6e 
cellulaire infect§e par au moins un virus appartenant aux 
families des Togaviridae et Flaviviridae, dans laquelle 
les cellules dans la lignee cellulaire sont des cellules 
permissives qui possedent une voie d f endocytose relayee 
par au moins un recepteur des lipoprot6ines, susceptible 
d' etre modulee entre autre par un agent activateur, 
lesdites cellules etant capables de propager et repliquer 
le virus. Pr6f 6rentiellement, le recepteur est le LSR 
et/ou le recepteur des LDLs et avantageusement les 
cellules permissives possedent les deux recepteurs. 
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En particulier, la lignee cellulaire est une 
lign6e dans laquelle les cellules sont deriv6es par 
infection d'une cellule choisie parmi les cellules 
primaires d' hepatocytes humains ou animaux, les cellules 
du groupe des lignees cellulaires d' hepatocarcinome humain 
et animal/ en particulier une cellule provenant de la 
lign6e cellulaire d' hepatocarcinome humain PLC/PRF/5 qui 
possdde un recepteur de surface des lipoprot6ines 
activable par des acides gras, les cellules dendritiques, 
les cellules inacrophagiques et les cellules de Kuppfer. 
Mais, 1' invention n'est pas limitee a une cellule d'une 
lignee cellulaire qui possede au moins le recepteur de 
surface LSR des lipoproteines et englobe les cellules 
transfectees ou transformees qui sont capables d' exprimer 
& leur surface le recepteur LSR et/ou le recepteur des 
LDLs. La lignee cellulaire infectee obtenue selon le 
proc6d6 de 1' invention est utilisable pour cribler et/ou 
selectionner au moins une molecule anti-virale selon 
lequel on met en contact la molecule anti-virale et la 
lignee cellulaire infectee. 

L' invention concerne encore un proc6de pour 
preparer une composition pour la detection dans un 
echantillon d'anticorps dirig^s contre au moins un virus 
appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae 
qui comprend au moins une purification partielle ou totale 
des particules virales dudit virus ou des polypeptides 
obtenus k partir d'une lignee cellulaire telle que d6finie 
pr6c6demment . En particulier , lesdites particules virales 
ou lesdits polypeptides sont fix§s sur un support solide. 

Par ailleurs, 1' invention concerne un proc6de pour 
l'obtention d'anticorps ou de fragments d' anticorps 
dirig6s contre au moins un virus appartenant aux families 
des Togavlridae et Flaviviridae selon lequel on immunise 
un animal avec des particules virales ou des polypeptides 
obtenus k partir d'une lign6e cellulaire telle que d6finie 
pr6c§demment . La production d'anticorps polyclonaux et 
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monoclonaux ou de fragments d'anticorps fait partie des 
connaissances generales de l'homme du metier. On peut 
citer a titre d'exemple KQhler G. et Milstein C. (1975) 
Continuous culture of fused cells secreting antibody of 
5 predefined specificity, Nature, 256 : 4 95-497 et Galfre G. 
et al. (1977) Nature, 266 : 522-550 pour la production 
d'anticorps polyclonaux et Roda A., Bolelli G.F. 
Production of high titer antibody to bile acids, Journal 
os Steroid Biochemistry, Vol. 13, pp 449-454 (1980) pour 
10 la production d'anticorps polyclonaux. Des anticorps 
peuvent etre produits par immunisation de souris ou de 
lapins avec les particules virales ou les polypeptides 
obtenus selon le precede de 1' invention. Pour la 
production d'anticorps monoclonaux, l'immunogene peut etre 
15 couple a de l'hemocyanine de Lymphet Keyhole (peptide KLH) 
comme support pour 1' immunisation ou a de l'albumine 
serique (peptide SA) . Les animaux sont soumis a une 
injection d' immunogene en utilisant de 1' adjuvant complet 
de Freund. Les serums et les surnageants de culture 
d'hybridome issus des animaux immunises sont analyses pour 
leur specificite et leur selectivity en utilisant des 
techniques classiques, telles que par exemple des tests 
EL ISA ou de Western Blot. Les hybridomes produisant les 
anticorps les plus specifiques et les plus sensibles sont 
selectionnes. Des anticorps monoclonaux peuvent egalement 
§tre produits in vitro par culture cellulaire des 
hybridomes produits ou par recuperation de liquide 
d'ascite, apres injection intraperitoneal des hybridomes 
chez la souris. Quel que soit le mode de production, en 
surnageant ou en ascite, les anticorps sont ensuite 
purifies. Les methodes de purification utilisees sont 
essentiellement la filtration sur gel echangeur d'ions et 
la chroma tographie d' exclusion ou 1' immunoprecipitation. 
Un nombre suffisant d'anticorps sont cribles dans des 
tests fonctionnels pour identifier les anticorps les plus 
performants. La production in vitro d'anticorps, de 
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fragments d' anticorps ou de derives d' anticorps, tels que 
des anticorps chimeres produits par genie genetique est 
bien connue de l'homme du m6tier. 

Plus particulierement, par fragment d' anticorps on 
5 entend les fragments F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et 
al., 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 et Bird 
et al-., 1988, Science 242 : 423-426) d' un anticorps natif 
et par deriv6 on entend, entre autres, un deriv§ 
chimerique d'un anticorps natif (voir par exemple Arakawa 

10 et al., 1996, J. Biochem 120 : 657-662 et Chaudray et al., 
1989, Nature 339 : 394-397) . 

L' invention concerne aussi une composition 
diagnostique comprenant au moins les particules virales ou 
les polypeptides obtenus selon le procede de 1' invention 

15 ou les anticorps obtenus selon le proc6d§ defini 
pr6cedemment et un kit de diagnostic comprenant entre 
autre ladite composition, ainsi qu'une composition 
vaccinale comprenant au moins les particules virales ou 
les polypeptides eventuellement associ6s a un vehicule 

20 et/ou a un excipient et/ou a un adjuvant 
pharmaceutiquement acceptable. Mais, 1' invention ouvre 
egalement d r autres perspectives therapeutiques en ce 
qu'elle permet de d6velopper une composition th6rapeutique 
susceptible d'influencer de maniere qualitative et/ou 

25 quantitative la propagation et la replication des virus 
pr6cit6s in vivo parce qu'elle comprend entre autre un 
ligand susceptible de moduler, de reprimer ou d' inhiber la 
voie d'endocytose relayee par au moins un des recepteurs 
des lipoproteines, le ligand etant choisi parmi un 

30 anticorps antagoniste dirige contre ledit r6cepteur dont 
la production est & la portee de l'homme du m6tier comme 
d6crit ci-dessus et une protfeine non naturelle, c'est d 
dire une prot6ine soluble obtenue par recombinaison 
genetique ou un polypeptide de synthese soluble se liant 
35 audit r6cepteur ou en ce qu'elle comprend entre autre au 
moins une molecule qui module, r6prime ou inhibe 
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1' expression du gene codant pour ledit recepteur ou 
1 actxvxte du promoteur du gene qui code pour ledit 
recepteur. 

Enfin, 1' invention a pour objet un precede pour 
5 cribler et/ou selectionner au moins une molecule anti- 
virale selon lequel on met en contact ladite molecule 
anti-vxrale et une lignee cellulaire infectee telle que 
definie precedemment . 

Le terme virus appartenant aux families des 
10 Togaviridae et Flaviviridae tel qu' utilise dans 
1 invention fait reference a toute espece virale parmi 
lesquelles les souches pathogenes pour I'homme, les 
souches variantes, les souches attenuees et les souches 
defectives derivees desdites souches. En effet, il est 
connu que les virus a ARN presentent un taux de mutations 
spontanees eleve. Il peu t done exister des souches 
multiples qui peuvent etre plus ou moins virulentes. II 
est a la portee de I'homme de l'art d' identifier de telles 
souches, par exemple par homologie de sequences nucleigues 
et/ou peptidiques par rapport a une souche de reference 
et/ou en identifiant une souche ou un isolat par rapport a 
des cri teres morphologiques et/ou immunologiques . 

Le terme lignee cellulaire fait reference a une 
culture de cellules permissives dans laquelle le virus se 
propage apres une premiere culture et comprend done, mais 
n'est pas limite, aux cellules individuelles, aux cellules 
recoltees et aux cultures contenant les cellules dans la 
mesure ou elles sont derivees de cellules de la lignee 
cellulaire de reference. II est connu que des changements 
30 spontanes ou induits peuvent survenir au niveau du 
caryotype durant le stockage ou le transfert. Don C/ les 
cellules derivees de la lignee cellulaire de reference 
peuvent ne pas etre strictement identiques aux cellules ou 
cultures d'origine et la lignee cellulaire fait egalement 
35 reference aux variants. Le terme « lignee cellulaire » 
inclut egalement des cellules immortalisees. 



20 



25 




16 

Le terme cellules permissives fait reference a 
toutes cellules qui sont capables de propager le virus, 
c'est a dire des cellules qui possedent une voie 
d'endocytose relay6e par au moins un r6cepteur des 
5 lipoproteines . 

Une composition vaccinale est une composition qui 
comprend au moins les particules virales ou les 
polypeptides obtenus selon le proc6d6 de 1' invention, mais 
n'est pas limitee a ceux ci et couvrie egalement les 

10 proteines recombinantes et leurs fragments qui peuvent 
etre obtenus par les techniques de recombinaison gen6tique 
dans une cellule hote appropriee. Une telle composition 
vaccinale peut comprendre, si necessaire, un vehicule 
et/ou un excipient et/ou un adjuvant, & la condition 

15 qu'ils soient pharmaceutiquement acceptables . 

Par « vehicule pharmaceutiquement acceptable » on 
entend les supports et vehicules administrables & 1'etre 
humain ou a un animal, tels que decrits par exemple dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences 16 th ed., Mack 

20 Publishing Co. Le vehicule pharmaceutiquement acceptable 
est de preference isotonique, hypotonique ou pr6sente une 
faible hypertonicite et a une force ionique relativement 
basse. Les definitions des excipients et adjuvants 
pharmaceutiquement acceptables sont egalement donnees dans 

25 Remington's Pharmaceutical Sciences precite. 

Exemple 1 : Preparation du materiel biologique. 
La separation des lipoproteines est effectu6e k 
partir du plasma ou du serum d'un patient a jeun depuis 12 
30 heures et detecte positif pour le virus de 1' hepatite C. 

Le sang pr61ev6 du patient est dilue au 1/100 avec 
une solution d'EDTA (0,15 M NaCl -0,1 M EDTA) . Le melange 
est centrifuge pendant 10 minutes a 3500 tpm, k la 
temperature de 4°C. Le plasma est ensuite recolte et 
35 stocke & 4°C jusqu'& utilisation. 




17 

Le sang du patient est recolte sur tube sec et 
centrifuge pendant 10 minutes a 3000 tpm, a la temperature 
de 4°C. Le serum est preiev6 et stocke a 4°C jusqu'& 
utilisation. 

5 (i) Obtention d'une fraction comprenant des LVPs 

d'une densite inferieure a 1,0063 g/ml, d'une fraction 
comprenant des LVPs d'une densite comprise entre 1,0063 
g/ml et 1,063 g/ml, et d'une fraction comprenant des LVPs 
superieure a 1,063 g/ml. 

10 Le plasma et le serum sont respectivement 

ultracentrifuges pendant 4 heures a 100 000 tpm, a 4°C 
dans un appareil TL100 commercialise par la society 
Beckman et comprenant un rotor TL100.4. La fraction 
superieure qui contient les LVPs de densite inferieure a 

15 1,0063 g/ml est recup6r6e et conservee £ 4°C. La fraction 
inferieure est ajustee a une densite de 1,063 g/ml par 
addition de 7,21 g de NaBr pour 100 ml de la fraction. La 
fraction inferieure est ensuite ultracentrif ug6e pendant 4 
heures a 100 000 tpm, a 4°C. dans un appareil TL100 

20 comprenant un rotor TL100.4. La fraction superieure 
resultante contenant la fraction d'une density comprise 
entre 1,0063 g/ml et 1,063 g/ml est r6cup6r6e et conservee 
£ 4°C. 

(ii) Obtention d'une fraction comprenant des LVP 
25 d'une densite inferieure a 1,025 g/ml, d'une fraction 
comprenant des LVPs d'une densite comprise entre 1,025 
g/ml et 1,063 g/ml, et d'une fraction comprenant des LVP 
d'une densite superieure a 1,063 g/ml. 

Le plasma et le serum sont respectivement ajustes 
30 & une density finale de 1,025 g/ml par addition de 2,518 g 
de NaBr pour 100 ml. Une centrif ugation est effectu6e 
pendant 4 heures a 100 000 tpm, a 4°C sur 1' appareil TL100 
comprenant un rotor TL100.4. 

La fraction superieure qui contient la fraction 
35 d'une densite inferieure a 1,025 g/ml est r6cup6r6e et 
conservee £ 4°C. La fraction inferieure est ajustee £ une 
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densite de 1/ 063 g/ml par addition de 4,84 g de NaBr pour 
100 ml. La fraction inf6rieure est ensuite 
ultracentrifugee pendant 4 heures a 100 000 tpm, & 4°C, 
dans l'appareil TL100 comprenant un rotor TL100.4. La 
5 fraction superieure r^sultante contenant les LDLs est 
r6cuperee et conservee a 4°C. 

Les diff6rentes fractions r6colt6es sont ensuite 
dialys6es pendant 18 heures k 4°C contre le tampon 0,15 M 
NaCl/0,24 mM EDTA. Les fractions sont ensuite recuperees 
10 et filtr§es sur une membrane de 0,45 p. Un dosage de 
prot6ines est effectue par la iaethode de Lowry (Sigma) . 

Exemple 2 : Culture cellulaire. 

Le milieu de culture utilise est le milieu DMEM 

15 (commercialism par Gibco BRL) complements avec : 1 mM de 
pyruvate de sodium (Gibco), 1% d'acides amines non 
essentiels (Boehringer Mannheim) , 2 mM de Glutamine (Gibco 
BRL), 200 U/ml de Penicilline (bioM6rieux) , 200 mg/ml de 
Streptomycine (bioM6rieux) et 10% de s6rum de veau 

20 (Boehringer) . 

Les cellules proviennent de la lignee cellulaire 
PLC/PRF/5 (Alexander cells) (r6ference ATCC : CRL 8024) 
qui est une lign6e Stablie d' un h6patocarcinome humain. 
Cette lignee, qui a int6gr6 un g§nome d6fectif de 

25 1' hepatite B, secrete l'antig^ne HBs du virus de 
1' hepatite B mais pas de virus infectieux. Les cellules 
sont cultiv6es dans le milieu DMEM complet (Gibco-BRL) 
complements avec 10% de s6rum de veau foetal precit6. Les 
cellules sont lavSes avec du PBS (Gibco-BRL) pr6chauff6 & 

30 3 7°C. 1 ml de DMEM complements avec 0,2% de BSA (Sigma) et 
50 yg/ml de lipoprotSines provenant de chaque fraction ou 
100 yl de serum filtrS sur une membrane de 0,45 \i sont 
ajoutes. SimultanSment, une solution d' acide ol6ique dans 
de 1' isopropanol, pr6par6e au prSalable (100 mM) , est 

35 ajoutSe dans une gamme de concentration de 0,1 k 0,8 mM* 
Les cellules sont ensuite soumises & incubation pendant 3 
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heures a 37 °C sous atmosphere de C0 2 5%. Le milieu est 
ensuite remplace par du milieu DMEM complet complements 
avec 10% de serum de veau foetal. Les cellules sont 
replacees dans l'incubateur dans les conditions dfecrites 
5 precedemment . Les surnageants de culture sont preleves 
r6gulierement pour une recherche par RT-PCR du genome du 
virus de l'hepatite C. En parallele, une analyse par 
immunofluorescence est realisee sur les cellules infect6es 
et controlee a l'aide d'un anticorps monoclonal anti- 
10 proteines structurales HCV. 

Exemple 3 : Resultats. 

L' etude est realisee a partir de diff6rentes 
fractions de LVPs obtenues k partir de plasma de deux 
15 patients infectes par HCV, La mise en evidence de la 
presence du genome HCV dans ces differentes fractions a 
et6 realisee par RT-PCR semi-nichee. 

20 
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Ces resultats montrent la presence d f un signal 
positif pour la presence du genome HCV dans les fractions 
25 de densite inferieure a 1,0063 g/ml, chez les deux 
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patients & au moins l'un des premier et second tours de 
PCR. 

L' analyse de la fraction de density comprise entre 
1,063 et 1, 0063 g/ml, est negative pour la presence du 
5 g6nome HCV chez les patients n°l, mais positive au 
deuxieme tour de PCR chez le patient n°2. La fraction de 
density sup6rieure k 1, 063 g/ml est positive pour la 
prfesence du genome HCV chez les deux patients, & au moins 
l'un des premier et second tours de PCR, mais la reponse 

10 est plus faible pour le patient 1 que pour le patient 2. 
Ces differences entre le patient n°l et le patient n°2 au 
niveau de la fraction de density comprise entre 1,063 et 
1,0063 g/ml, peuvent s'expliquer par une charge virale 
plus faible chez le patient n°l. 

15 Des resultats ont 6te obtenus a partir de 

surnageants de culture apres infection de 100 nl de s§rum 
pr61ev6s chez les patients n°l et n°2 en presence ou non 
d'acide ol6ique 0,5 mM. Des controles n6gatifs ont et6 
realises dans les memes conditions* L* analyse effectu6e 

20 par RT-PCR semi-nichee, raontre que pour les deux patients, 
la presence du genome HCV dans les surnageants de culture 
est detectee 4 une frequence plus 61evee dans les essais 
pour lesquels 1* infection a ete realisee en presence 
d'ol^ate. 

25 Des essais similaires, realises & partir des 

fractions de densites diff6rentes (infferieure k 1,0063 
g/ml, comprise entre 1,0063 g/ml et 1,063 g/ml et 
superieure a 1,063 g/ml), confirment ces r6sultats et 
montrent que l'acide ol6ique facilite la voie d'endocytose 

30 des LVPs au moment de l f infection. 
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REVENDICATIONS 



10 



15 



20 



1. Precede de culture, de propagation et de 
replication in vitro de virus appartenant aux families des 
Togavxrxdae et Flavxvxrxdae, selon lequel on dispose d'au 
moins une fraction de LVPs obtenue a partir de serum ou de 
plasma d' un patient infecte par au moins un virus 
appartenant aux families des Togavxrxdae et Flavxvxrxdae, 
on met en contact ladite fraction, pendant un temps 
predetermine dans un milieu de culture approprie, avec des 
cellules permissives qui possedent une voie d' endocytose 
relayee par au moins un recepteur des lipoproteines et 
susceptible d'etre modulee entre autres par un agent 
activateur, de preference choisi parmi un acide gras 
insature ou un derive d'un acide gras insature comprenant 
de 16 a 20 atomes de carbone ou leur melange. 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel 
le recepteur des lipoproteins est le LSR et/ou le 
recepteur de surface des LDLs. 



3. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes dans lequel 1' acide gras 
insature est choisi parmi 1' acide oleique, 1' acide 

25 palmitoleique, 1' acide linoleique, 1' acide linolenique, 
1' acide arachidonique, 1' acide trans-hexadecenoique et 
1' acide elaidique ou leurs derives. 

4. Procede selon la revendication 3, dans lequel 
1' acide gras est 1' acide oleique qui est ajoute audit 
milieu de culture a une concentration comprise entre 0,1 
et 1 mM, de preference 0,5 mM. 

5. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel les cellules 
permissives sont des cellules primaires d' hepatocytes 
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humains ou animaux, des cellules choisies dans le groupe 
des lignees cellulaires d'hepatocarcinome humain ou 
animal, des cellules dendritiques, des cellules 
macrophagiques, des cellules de Kuppfer et leurs 
5 combinaisons associ6es ou non a des lymphocytes, 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, dans lequel 
les cellules permissives sont des cellules 
d'hepatocarcinome humain de la lignee cellulaire 

10 PLC/PRF/5. 

7. Proc6d6 selon l'une quelconque des 
revendications precedent es dans lequel, le milieu de 
culture comprend outre les ingredients necessaires a la 

15 culture et l'acide gras ou le derive d' acide gras, un 
agent modulateur de l'apoptose. 

8. Procede selon la revendication 7, dans lequel 
1' agent modulateur de l'apoptose est choisi parmi les 

20 interferons, les anti-interf erons, en particulier les 
anti-interf erons alpha ou beta, les anti-caspase 3, en 
particulier des analogues peptidiques, tels que la N- 
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-f luoromethylc6tone et les 
anticorps dirig6s contre lesdits anti-caspase 3. 
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9. Proc6de selon l'une quelconque des 
revendications pr6c6dentes, dans lequel le milieu est le 
milieu DMEM ou un milieu d6riv6 du milieu DMEM, le milieu 
RPMI ou un deriv§ du milieu RPMI. 



10. Proced6 selon la revendication 9, dans lequel 
le milieu est le milieu DMEM complements avec 0 & 10 mM de 
pyruvate de sodium, 0 a 10 % d' acides amines non 
essentiels, 1 a 10 mM de glutamine, 100 a 200 U/ml de 
35 p6nicilline, 100 a 200 mg/ml de streptomycine et 1 k 20 % 
de s6rum de veau. 
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11. Procede selon la revendication 10, dans lequel 
le milieu est avantageusement complemente avec 0,1 & 0,5 % 
de BSA ou avec 0,1 a 0,5 % de HSA couplee a un acide gras. 

12. Proc6de selon l'une quelconque des 
revendications precedentes dans lequel on effectue apres 
mise en contact des cellules permissives et de ladite 
fraction de LVPs plusieurs passages desdites cellules 
permissives ainsi infectees dans des conditions telles que 
definies selon l'une quelconque des revendications 
precedentes et on met en evidence la presence dudit virus 
dans lesdites cellules permissives par RT-PCR et/ou par 
technique immunologique, telle que par immunofluorescence 
indirecte notamment a l'aide d'un anticorps specif ique 
dudit virus et/ou par cytometrie de flux. 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel le virus 
appartient a la famille des Flaviviridae et au genre des 
Hepacivirus . 

14. Procede selon la revendication 13, dans lequel 
le virus est le virus de 1' hepatite C ou le virus de 
1' hepatite G. 

15. Milieu pour la culture, la propagation et la 
replication d' au moins un virus appartenant aux f amilles 
des Togaviridae et Flaviviridae, ledit milieu 6tant le 
milieu DMEM complemente avec 0 a 10 mM de pyruvate de 
sodium, 0 a 10 % d' acides amines non essentiels, 1 k 10 mM 
de glutamine, 100 £ 200 U/ml de penicilline, 100 A 200 
mg/ml de streptomycine et 1 a 20 % de serum de veau et 
avantageusement comprenant de plus 0,1 a 0,5 % de BSA ou 
HSA couplfee £ un acide gras. 





16. Lignee cellulaire infectee par au moins un 
virus appartenant aux families des Togaviridae et 
Flaviviridae, dans laquelle les cellules dans la lignee 
cellulaire sont des cellules permissives audit virus qui 
possedent une voie d'endocytose relayee par au moins un 
recepteur des lipoproteines et sont capables de propager 
le virus. 



17. Lignee cellulaire infectee selon la 
10 revendication 16, ladite lignee etant infectee par le 
virus HCV ou par le virus HGV. 




18. Lignee cellulaire infectee selon 1'une des 
revendications 16 ou 17, dans laquelle le recepteur de 

15 surface des lipoproteines est le LSR et/ou le recepteur de 
surface des lipoproteines LDLs . 

19. Lignee cellulaire infectee selon l'une 
quelconque des revendications 15 a 11, dans laquelle les 

20 cellules permissives possedent le recepteur de surface des 
lipoproteines denommfe LSR et le recepteur de surface des 
lipoproteines LDLs. 

20. Lign6e cellulaire infectee selon l'une 
25 quelconque des revendications 16 a 19/ dans laquelle les 

cellules sont d^rivees par infection d'une cellule choisie 
parmi les cellules d' h§patocytes primaires humains ou 
animal, les cellules du groupe des lignfees cellulaires 
d' h6patocarcinome humain ou animal/ les cellules 
30 dendritiques, les cellules macrophagiques et les cellules 
de Kuppfer. 

21. Lign§e cellulaire infectfee selon la 
revendication 20, dans laquelle les cellules sont d6riv6es 

35 par infection d'une cellule de la lign6e d' h6patocarcinome 
humain PLC/PRF/5. 
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22. Procede pour preparer une composition pour la 
detection dans un echantillon d'anticorps diriges contre 
au moins un virus appartenant aux families des Togaviridae 
et Flaviviridae qui comprend au moins une purification 
partielle ou totale des particules virales dudit virus ou 
des polypeptides obtenus a partir d'une lignee cellulaire 
telle que definie dans les revendications 16 a 21. 

23. Procede selon la revendication 22, dans lequel 
lesdites particules virales ou lesdits polypeptides sont 
fixes sur un support solide. 

24. Procede pour l'obtention d'anticorps ou de 
fragments d'anticorps diriges contre au moins un virus 
appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae 
selon lequel on immunise un animal avec des particules 
virales ou des polypeptides obtenus a partir d'une lignee 
cellulaire telle que definie dans l'une quelconque des 
revendications 16 a 21. 

25. Composition diagnostique comprenant au moins 
les particules virales ou les polypeptides obtenus selon 
le procede defini dans l'une quelconque des revendications 
22 et 23 ou les anticorps obtenus selon le procede defini 
dans la revendication 24. 

26. Kit de diagnostic comprenant en outre une 
composition telle que definie dans la revendication 25. 

27 . Composition vaccinale comprenant au moins les 
particules virales ou les polypeptides obtenus selon le 
procede defini dans la revendication 22 associe a un 
vehicule et/ou un excipient et/ou un adjuvant 
pharmaceutiquement acceptable . 



26 



28. Composition therapeutique susceptible 
d' inf luencer de manidre qualitative et/ou quantitative la 
propagation et la replication in vivo de virus appartenant 
aux families des Togaviridae et des Flaviviridae qui 
comprend entre autre un ligand susceptible de moduler, de 
r6primer ou d' inhiber la vo.ie d' endocytose relay6e par au 
moins des r^cepteurs des lipoproteines, le ligand 6tant 
choisi parmi un anticorps antagoniste dirige contre ledit 
recepteur et une proteine choisie parmi les prot6ines 
recombinantes solubles et les polypeptide^ de synthase 
solubles se liant audit recepteur ou en ce qu'elle 
comprend entre autre au moins une molecule qui module/ 
reprime ou inhibe 1' expression du gene codant pour ledit 
recepteur ou l'activite du promoteur du gene qui code pour 
ledit r§cepteur. 

29. Procede pour cribler et/ou selectionner au 
moins une molecule anti-virale selon lequel on met en 
contact ladite molecule anti-virale et une lign6e 
cellulaire infectee telle que definie selon l f une 
quelconque des revendications 16 a 21. 
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16. Lignee cellulaire infectee par au moins un 
virus appartenant aux families des Togaviridae et 
Flaviviridae, dans laquelle les cellules dans la lignee 
cellulaire sont des cellules permissives audit virus qui 
possedent une voie d'endocytose relayee par au moins un 
recepteur des lipoproteines et sont capables de propager 
le virus* 

17. Lignee cellulaire infectee selon la 
revendication 16, ladite lignee etant infectee par le 
virus HCV ou par le virus HGV. 

18. Lignee cellulaire infectee selon l'une des 
revendications 16 ou 17, dans laquelle le recepteur de 
surface des lipoproteines est le LSR et/ou le recepteur de 
surface des lipoproteines LDLs. 

19. Lignee cellulaire infectee selon l'une 
quelconque des revendications 16 a 18, dans laquelle les 
cellules permissives possedent le recepteur de surface des 
lipoproteines denomme LSR et le recepteur de surface des 
lipoprot§ines LDLs . 

20. Lignee cellulaire infectee selon rune 
quelconque des revendications 16 a 19, dans laquelle les 
cellules sont derivees par infection d' une cellule choisie 
parmi les cellules d' hepatocytes primaires humains ou 
animal, les cellules du groupe des lignees cellulaires 
d'hepatocarcinome humain ou animal, les cellules 
dendritiques, les cellules macrophagiques et les cellules 
de Kuppfer. 

21. Lignee cellulaire infectee selon la 
revendication 20, dans laquelle les cellules sont derivees* 
par infection d'une cellule de la lignee d'hepatocarcinome 
humain PLC/PRF/5. 




